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RESUMO 
 
Os efeitos deletérios da privação de sono paradoxal sobre os processos 
cognitivos já estão bem descritos. No entanto, os efeitos da privação não seletiva 
de sono é um modelo mais translacional e comumente encontrado em muitas 
sociedades modernas. Nesse aspecto, recentemente relatamos que a privação de 
sono total (PST) por 6 horas impediu a evocação da tarefa de esquiva 
discriminativa em labirinto em cruz elevado (ED-LCE) e para a tarefa de esquiva 
passiva (EP). No presente trabalho, buscamos estender esses achados para as 
fêmeas. Assim, averiguamos esse regime de PST sobre a evocação de diferentes 
tarefas de memória em camundongos machos ou fêmeas. Os animais foram 
submetidos a três modelos diferentes de memória: 1) medo condicionado ao 
contexto (MCC), 2) EP e 3) ED-LCE. Em todos os experimentos os animais foram 
totalmente privados de sono por 6 horas pelo método de gentle handling 
imediatamente antes do início do teste. Na tarefa de MCC e EP, os animais - 
independentemente do sexo - que foram privados de sono apresentaram prejuízo 
na evocação das tarefas. Na ED-LCE, os efeitos da PST foram mais prejudiciais 
nas fêmeas. Em conjunto, nossos resultados demonstraram que a PST pode 
influenciar negativamente a evocação da memória e que tal influência é 
criticamente dependente do sexo e da tarefa de memória. 
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ABSTRACT 
 
The deleterious effects of paradoxical sleep deprivation on mnemonic 
processes are well documented. However, the effects of non-selective sleep 
deprivation are a more translational regime and are currently found in many 
modern societies. In this concern, we have recently reported that acute TSD for 6 
hours produced retrieval deficit on plus-maze discriminative avoidance task (PM-
DAT) and to the passive avoidance task (PAT). In this study we aimed to extend 
these findings to females. Within this context we examined the effect of TSD on the 
retrieval of different memory tasks in both male and female mice. Animals were 
submitted to three different memory models: 1) conditioning fear context (CFC), 2) 
PAT and 3) PM-DAT. In all experiments, animals were totally sleep-deprived for 6 
hours by the gentle handling method immediately before testing. In the CFC task 
and the PAT, animals - irrespective from sex - that were sleep-deprived presented 
retrieval impairment of the tasks. In PM-DAT, the effects of TSD were more 
deleterious on females. Collectively, our results demonstrate that TSD can 
negatively influence memory retrieval and that such influence is critically 
dependent of sex and memory task. 
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1. INTRODUÇÃO 
 
1.1. Memória 
 
A memória é definida como a habilidade de reter e manipular informações 
adquiridas anteriormente por meio da plasticidade neuronal (Thompson et al., 
2002). Este é um processo bastante dinâmico e pode ser modificado por drogas 
(Claro et al., 1999; Silva et al., 1999; Patti et al., 2006; Kameda et al., 2007) bem 
como por condições experimentais como por exemplo, protocolos de privação de 
sono (Bueno et al., 1994; Smith & Kelly, 1988; Mednick et al., 2002; Silva et al., 
2004a,b; Patti et al., 2010) e situações estressantes (McEwen & Sapolsky, 1995; 
Sandi & Pinelo-Nava, 2007), interferindo nos processos de aquisição, 
consolidação e/ou evocação. Ela pode ser classificada como implícita ou explícita, 
dependendo de como a informação é retida e evocada; ou memória de curto e 
longo prazo, dependendo de sua duração (Thompson et al., 2002). 
A memória implícita ou não-declarativa inclui o condicionamento clássico, 
habilidades e hábitos, e é em grande parte ou, com frequência, completamente 
inconsciente. A memória explícita ou declarativa, por outro lado, envolve a 
recuperação consciente de eventos ou fatos que tenham ocorrido. Esses tipos de 
memória são processados de formas diferentes e em partes diferentes do cérebro, 
embora estejam relacionados por meio de inúmeras conexões neurais (Thompson 
et al., 2002). 
Assim, o hipocampo é considerado o responsável pela conversão de 
memória de curto-prazo em memória de longo-prazo e pela informação espacial, 
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enquanto o neocórtex, pelo armazenamento da memória de longo-prazo 
declarativa (Jerusalinsky et al., 1997). Já o estriado está envolvido com a memória 
de procedimento (Mishkin et al., 1984) e a amígdala parece ser especializada no 
processo de alerta e informação aversiva e participaria da memória para eventos 
com significado emocional (Sarter et al., 1985; Cahill et al., 1990; Davis, 1992; 
Roozendaal et al., 2009). O septo medial também participa do processo de 
informação aversiva, por um mecanismo distinto daquele da amígdala (Izquierdo, 
1991) e o córtex entorrinal, que apresenta conexões mono e polissinápticas com a 
amígdala, hipocampo e septo medial (Zola-Morgan et al., 1989; Witter et al., 1989; 
Ferreira et al., 1992), processa informação espacial, aversiva, além de outras, 
estando particularmente envolvido com a memória associativa (Zola-Morgan et al., 
1989; Witter et al., 1989; Ferreira et al., 1992). 
Investigações farmacológicas também fornecem base para o possível papel 
exercido pela acetilcolina no processo de formação da memória, uma vez que um 
efeito amnéstico geralmente é verificado após a administração de antagonistas 
colinérgicos como a escopolamina (Weissman, 1967; Glick & Zimmerberg, 1971; 
Wiener & Messer, 1973; Givens & Olton, 1990). Além disso, o tratamento com 
inibidores de colinesterase como a fisostigmina (Straton & Petrinovich, 1963; 
Deutsch et al., 1979) é sabiamente estimulador da memória, assim como o 
tratamento com agonistas colinérgicos como a nicotina (Garg, 1969; Battig, 1970; 
Erickson, 1971; Evangelista et al., 1970) ou a oxotremonina (Baratti et al., 1979). 
Apesar de a relação entre a acetilcolina e a função cognitiva, outros 
neurotransmissores como a serotonina (Steckler & Sahgal, 1995) e as 
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catecolaminas (Dismukes & Rake, 1972; Randt et al., 1971) parecem também 
participar do processo de formação da memória. 
Dentre os mecanismos celulares e moleculares envolvidos na memória e 
aprendizado, destacam-se a sensibilização e a potenciação de longa duração 
(LTP – Long Term Potentiation). 
A sensibilização consiste num processo de facilitação pré-sináptica da 
transmissão neuronal que ocorre nas memórias de curto e longo-prazo. É um 
processo heterossináptico, no qual o aumento da força sináptica é induzido por 
interneurônios moduladores ativados pela estimulação. Estes liberam serotonina e 
outros neurotransmissores, que se acoplam a receptores transmembrânicos 
específicos ligados à proteína Gs, ativando a adenilil ciclase, que catalisa a 
conversão de ATP em AMPc, o qual ativa a proteína cinase A (PKA), causando, 
aliada à proteína cinase C (PKC), o aumento da liberação de neurotransmissores 
nos terminais sinápticos (Kandel, 2003). 
A LTP é uma facilitação que consiste num aumento da amplitude dos 
potenciais pós-sinápticos excitatórios devido a uma descarga de estímulos em alta 
frequência. Ela possui uma fase precoce transitória (duração de aproximadamente 
1 a 3 horas, não requer síntese de novas proteínas e é induzida por apenas uma 
série de estimulações) e uma fase tardia de consolidação (ocorre devido a 4 ou 
mais séries de estimulações; com duração de, no mínimo 24 horas e síntese de 
novas proteínas por meio da via de sinalização AMPc – PKA – MAPK – CREB) 
(Kandel, 2003). 
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1.2. Sono 
 
O sono é um processo fisiológico dividido em dois estados fundamentais, o 
sono de ondas lentas ou NREM (do inglês, non-rapid eye movements) e o sono 
paradoxal ou REM (do inglês, rapid eye movements). É uma atividade que ocupa 
cerca de um terço de nossas vidas e é fundamental para uma boa saúde mental e 
emocional, além de ser essencial na manutenção de uma vida saudável (Everson 
et al., 1989; Rechtschaffen, 1998). 
Fisiologicamente, é considerado como um estado funcional, cíclico e 
reversível que está presente em todas as faixas etárias e na maioria das espécies 
animais. Possui algumas características comportamentais, como uma imobilidade 
relativa e o aumento do limiar de resposta aos estímulos externos (Hoshino, 
2008). O organismo tem grande necessidade de manifestar o sono e quando isso 
não se torna possível podem ocorrer alterações marcantes, incluindo a morte em 
caso de um período prolongado de privação de sono em animais (Rechtschaffen 
et al., 1998). 
A compreensão moderna do sono originou-se dos primeiros registros da 
atividade elétrica cerebral em seres humanos. Esses registros, denominados de 
eletroencefalograma (EEG), permitiram a identificação de diferentes padrões 
durante o sono e ainda proporcionaram uma riqueza de informações sobre os 
potenciais corticais relacionados com mudanças fisiológicas distintas em cada 
fase do sono. Muitas alterações eletroencefalográficas ocorrem no decorrer de 
uma noite de sono, indicando uma sucessão bem ordenada e cíclica de 
frequências de ondas nas fases de sono. Na primeira fase, ocorre o sono de 
                                                                                                             Luciano Fernandes dos Santos 
5 
 
ondas lentas, caracterizado pela diminuição progressiva da atividade cortical com 
quatro estágios: estágio S1 (sonolência); estágio S2 (sono “leve”) e estágio S3 
(sono de ondas lentas propriamente dito). Esses estágios usualmente ocorrem em 
sequência, frequentemente com flutuações ao longo da noite. A seguir, ocorre o 
sono REM que tem como principais características o movimento rápido dos olhos 
e a atonia muscular, além de ser o período em que ocorrem os sonhos (Dement & 
Kleitman, 1957; Aserinsky & Kleitman, 2003). O sono REM é também denominado 
sono paradoxal, uma vez que o padrão eletroencefalográfico é semelhante ao da 
vigília, apesar de ser acompanhado pela atonia muscular que sugeriria um sono 
profundo (Jouvet et al., 1964). Em humanos, um ciclo de sono completo consiste 
de uma sequência de sono NREM e REM, e cada ciclo tem duração em média de 
90 a 110 minutos. Em geral, são observados de quatro a seis ciclos durante uma 
noite de sono. Os episódios de sono REM aumentam do primeiro ao último ciclo 
de sono e podem durar até uma hora no fim da noite (Zisapel, 2007). 
Na década de 70, foi realizada uma detalhada análise das várias fases do 
sono do rato. Esse estudo revelou a existência de semelhanças com o sono 
humano muito maiores do que se acreditava até então. Os episódios de sono em 
roedores frequentemente se concentram durante o período claro, enquanto que a 
vigília predomina no período escuro. Os roedores, em média, dormem cerca de 
62% do período claro e 33% do período escuro, sendo que, durante a vigília, os 
animais realizam suas atividades vitais e sociais (alimentação, procriação, 
autolimpeza, interação social e exploração do ambiente). Somando-se os períodos 
de sono, verifica-se que os roedores dormem cerca de 50% das 24 horas, 
dividindo-se em sono de ondas lentas e sono paradoxal (Timo-Iaria et al., 1970). 
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1.3. Memória e Sono 
 
Diversos estudos têm demonstrado os efeitos do sono sobre o 
comportamento durante o período de vigília. Nesse sentido, numerosas são as 
alterações fisiológicas promovidas pela privação de sono, tanto em humanos 
quanto em animais de laboratório (Bergmann et al., 1989; Lourenzi et al., 1993; 
Everson et al., 1994; Rechtschaffen & Bergmann, 1995; Shaw et al., 1998). Além 
disso, já está bem estabelecido que o sono possui um papel crítico na formação 
da memória. Nesse sentido, diversos estudos têm demonstrado a importância do 
sono nesses processos, em especial do sono paradoxal, cuja privação provoca 
déficits de memória em diversos modelos comportamentais, como por exemplo, 
tarefas de esquiva (Bueno et al., 1994; Fishbein & Gutwein 1977; Harris et al., 
1982; Sagales & Domino 1973; Skinner et al., 1976), labirinto aquático de Morris 
(Youngblood et al., 1997, 1999), labirinto radial (Smith et al., 1998), medo 
condicionado ao contexto (Dametto et al., 2002; Fu et al., 2007) e reconhecimento 
de objetos (Palchykova et al., 2006). 
Os possíveis efeitos do sono sobre a memória de longo-prazo foram 
primeiramente considerados com base na hipótese restauradora do sono. Essa 
hipótese propõe que a síntese proteica é facilitada durante o sono (Idzikowski, 
1984), o que poderia resultar numa potencialização dos mecanismos celulares que 
levam à consolidação da memória. 
Em animais, há indicações de que, após a aquisição de uma tarefa, 
ocorrem pequenas e vulneráveis “janelas de sono paradoxal”, caracterizadas por 
um aumento na duração normal desse tipo de sono, proporcionais à quantidade 
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de informações apresentadas durante a aquisição. Durante essas “janelas” 
ocorreria uma plasticidade neuronal acelerada, que seria sensível à interrupção do 
sono paradoxal (Smith, 1996a).  
Contudo, embora a grande maioria dos estudos procure esclarecer o 
papel do sono paradoxal na formação da memória, um importante papel do sono 
de ondas lentas também tem sido relatado (Power, 2004; Gais & Born, 2004). 
Além disso, estudos sugerem que as fases de ondas lentas e paradoxal seriam 
complementares para os processos de memória que ocorreriam durante o sono 
(Ficca & Salzarulo, 2004; Diekelmann & Born, 2010). Nesse sentido, 
recentemente, nosso grupo de pesquisa (Patti et al., 2010) demonstrou que a 
privação não seletiva de sono anteriormente ao treino e/ou ao teste nos modelos 
de esquiva discriminativa em labirinto em cruz elevado e também de esquiva 
passiva, é capaz de promover déficits de memória.  
Uma das hipóteses propostas para os efeitos deletérios provocados pela 
privação de sono é devido ao seu efeito na LTP das transmissões sinápticas 
hipocampais (Campbell et al., 2001; McDermott et al. 2003; Davis et al., 2003; 
Romcy-Pereira & Pavlides, 2004; McDermott et al., 2006). Por outro lado, alguns 
estudos também sugerem que os prejuízos observados nos animais privados de 
sono podem ser devidos a outras alterações comportamentais, como diminuição 
no tempo de reação (Polzella, 1975), alterações na função motora (Gruart-Masso 
et al., 1995), resposta ao estresse (Youngblood et al., 1997) e modificações nas 
respostas exploratórias e de medo (Oniani, 1984). 
Contudo, nem todos os estudos realizados parecem demonstrar déficits de 
memória em modelos animais em decorrência da privação de sono. Ausência de 
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efeitos (Oniani, 1984; Smith et al., 1998; Wang et al., 2003), ou até mesmo a 
melhora do desempenho em alguns modelos (Gisquet-Verrier & Smith, 1989; 
Smith, 1996b) foram verificados em animais privados de sono. Desse modo, 
conforme discutido por Vertes & Eastman (2000), os estudos igualmente 
demonstram que a privação de sono em animais pode promover, ou não, déficits 
de memória e aprendizado. 
Em humanos, Dotto (1996) sugere que a presença de prejuízos cognitivos 
após a privação de sono parece depender do tipo de memória estudado. Em geral, 
a memória declarativa não seria afetada, enquanto que a memória implícita seria 
prejudicada pela privação de sono paradoxal. De fato, Nesca & Koulack (1994) 
relataram a ausência de alterações em um teste de reconhecimento de palavras 
(memória declarativa) em indivíduos privados de sono por 24 horas. 
Paralelamente, a aquisição de habilidades perceptivas e motoras, formas 
implícitas de aprendizado, foi prejudicada pela privação de sono paradoxal (Karni 
et al., 1994; Cochran et al., 1994). Por outro lado, foi demonstrado em outros 
estudos que indivíduos privados de sono apresentam tanto prejuízos de memória 
semântica (Fluck et al., 1998) quanto de memória episódica (Tilley & 
Empson,1978; Harrison & Horne, 2000), que são tipos de memória declarativa. 
É importante ressaltar que um dos principais efeitos comportamentais da 
privação de sono é a sonolência (que acarreta déficits de atenção e dificuldade de 
concentração) apresentada por indivíduos privados aguda ou cronicamente de 
sono (ver Bonnet & Arand, 2003). Desse modo, o desempenho de indivíduos 
privados de sono em qualquer teste de aprendizado e memória poderia ser 
prejudicado independentemente de uma ação específica sobre esses processos. 
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Assim, por exemplo, a privação total de sono por 24h induziu um retardo de 
resposta em tarefas simples de memória de trabalho, enquanto não prejudicou o 
desempenho em tarefas mais complexas (Chee & Choo, 2004). 
No que diz respeito aos prejuízos cognitivos promovidos pela privação de 
sono em animais de laboratório, o estresse oxidativo hipocampal têm sido 
sugerido como um dos mecanismos responsáveis pelo surgimento dos déficits de 
memória induzidos pela privação de sono. Dessa forma, verificamos que a 
privação de sono paradoxal por 72 horas, que induziu déficits de memória em 
tarefas de esquiva, também promoveu o aumento do estresse oxidativo 
hipocampal, sendo ambos os fenômenos revertidos pela administração de agentes 
antioxidantes (Silva et al., 2004a). Além disso, a administração de um agente pró-
oxidante foi capaz de potencializar tanto os déficits cognitivos como o estresse 
oxidativo hipocampal induzidos pela privação de sono (Silva et al., 2007). 
Apesar de o estresse oxidativo hipocampal estar possivelmente relacionado 
aos déficits de memória induzidos pela privação de sono, os exatos mecanismos 
pelos quais a privação de sono levaria a déficits de memória ainda não estão 
completamente esclarecidos. Nesse sentido, a privação de sono pode promover 
alterações significativas em diversos sistemas de neurotransmissão central, dentre 
eles o dopaminérgico, o qual, conforme já comentado, tem uma participação 
importante nos processos relacionados à formação da memória. Assim, a privação 
de sono parece estar relacionada com alterações na plasticidade da transmissão 
dopaminérgica. De fato, um aumento de diversos comportamentos relacionados à 
ação da dopamina, induzidos pela administração de agonistas diretos ou indiretos, 
tem sido observado após a privação de sono (Ferguson & Dement, 1969; Tufik et 
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al., 1978; Tufik, 1981a,b; Arriaga et al., 1988; Troncone et al., 1988; Frussa-Filho 
et al., 2004). Nesse contexto, Troncone e colaboradores (1988) demonstraram que 
a administração repetida do agonista dopaminérgico apomorfina durante a 
privação de sono paradoxal foi capaz de atenuar as consequências 
comportamentais dessa privação. 
 
1.4. Memória e Sexo 
 
Diferenças no aprendizado e memória entre os sexos têm sido amplamente 
estudadas tanto em modelos animais quanto em humanos. Estudos demonstram 
que em animais de laboratório, machos desempenham melhor as tarefas com 
conteúdo espacial (Blokland, 2006; Jonasson, 2005; Postma, 2004), enquanto que 
fêmeas apresentam melhor desempenho em tarefas com conteúdo emocional 
(Ribeiro et al., 2010; Canli, 2002). 
Contudo, os mecanismos responsáveis por tal diferença entre os sexos, no 
que diz respeito à formação e utilização das memórias, ainda não estão totalmente 
elucidados (Ribeiro et al., 2010). Com relação às memórias espaciais, achados 
sugerem que machos e fêmeas apresentariam diferentes estratégias para 
desempenhar as tarefas utilizadas na avaliação desse tipo de memória (Blokland, 
2006). Nesse sentido, foi demonstrado que machos tendem a desempenhar tais 
tarefas de contexto espacial como, por exemplo, o modelo de labirinto aquático de 
Morris, melhor que fêmeas, uma vez que os machos realizam a tarefa em menos 
tempo em comparação com as fêmeas. Os autores deste estudo sugerem que os 
machos poderiam ter uma estratégia para desempenho da tarefa mais consistente 
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uma vez que eles apresentam menor latência para encontrar a plataforma e 
percorrem uma distância menor em comparação as fêmeas (Blokland, 2006). 
Por outro lado, enquanto que machos parecem desempenhar melhor as 
tarefas espaciais, as fêmeas demonstram um melhor desempenho em tarefas de 
contexto emocional. Nesse contexto, Ribeiro e colaboradores (2010) 
demonstraram que estímulos aversivos são efetivamente marcantes para as 
fêmeas a ponto de dificultar o reaprendizado no mesmo modelo de esquiva 
discriminativa em labirinto em cruz elevado quando comparado aos machos.  
Com relação a estudos envolvendo seres humanos, foi demonstrado por 
meio da ressonância magnética funcional relacionada a eventos que mulheres 
recordam mais e melhor de imagens com forte conteúdo emocional. Nesse 
mesmo estudo os autores demonstraram que homens e mulheres ativam circuitos 
neuronais diferentes para consolidar os estímulos, mesmo quando as imagens 
apresentadas eram de mesma valência emocional para ambos os grupos. Assim, 
homens ativam mais estruturas do que mulheres em uma mesma rede neuronal 
que inclui a amígdala direita, enquanto que as mulheres ativam menos estruturas 
em uma rede neuronal que inclui a amígdala esquerda (Canli, 2002). 
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2. OBJETIVOS 
 
2.1. Geral 
 
Avaliar a diferença entre os sexos em camundongos submetidos a PST em 
dois modelos clássicos de memória (tarefa de esquiva passiva – EP – e o medo 
condicionado ao contexto – MCC) e também no modelo de esquiva discriminativa 
em labirinto em cruz elevado (ED-LCE), o qual avalia concomitantemente 
aprendizado, memória, ansiedade e atividade locomotora e suas possíveis 
interações. 
 
2.2. Específicos 
 
 Avaliar a participação do fator sexo sobre o efeito inibitório promovido pela 
privação aguda de sono total por 6 horas na evocação da tarefa de MCC. 
 Avaliar a participação do fator sexo sobre o efeito inibitório promovido pela 
privação aguda de sono total por 6 horas na evocação da tarefa de EP. 
 Avaliar a participação do fator sexo sobre o efeito inibitório promovido pela 
privação aguda de sono total por 6 horas na evocação da tarefa de ED-LCE 
bem como nos parâmetros de ansiedade e atividade locomotora avaliados 
nesse mesmo modelo. 
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3. MATERIAL E MÉTODOS 
 
3.1. Sujeitos Experimentais 
 
 Camundongos Swiss EPM-M1 machos ou fêmeas com 3 meses de idade, 
originários da colônia do biotério da Universidade Federal de São Paulo alojados 
desde seu desmame, em número de 12 em gaiolas plásticas, medindo 41 cm x 34 
cm x 16,5 cm. As gaiolas foram mantidas em nosso biotério, com ventilação e 
temperatura (20-23 C) controladas por meio de um aparelho de ar condicionado 
central, em um ciclo claro-escuro de 12/12 horas, iniciando-se o período de claro 
às 6 horas e 45 minutos e o período de escuro às 18 horas e 45 minutos. Água e 
comida foram fornecidas ad libitum. Quando da realização dos experimentos, os 
animais foram retirados do biotério em suas gaiolas-moradia e levados para uma 
sala de experimentação, com temperatura controlada (20-23 C) e isolamento 
acústico, onde foram deixados para habituação por pelo menos uma hora antes do 
início dos procedimentos experimentais. Em cada experimento, foram utilizados 12 
animais por grupo experimental. 
Todos os protocolos a serem realizados no presente estudo estão de acordo 
com as normas estabelecidas pelo Comitê de Ética em Pesquisa da Universidade 
Federal de São Paulo (protocolo nº 1203/09) e pelos Princípios Éticos e Práticos 
do Uso de Animais de Experimentação (Andersen et al., 2004). 
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3.2. Privação Aguda de Sono Total (PST) 
 
O protocolo de privação aguda de sono total foi realizado por meio do 
método de gentle handling, conforme proposto por Tobler e colaboradores (1997). 
Esse procedimento consistiu em interromper, de maneira não-seletiva, o sono dos 
animais. Assim, grupos contendo 6 animais cada foram alojados em gaiolas de 
moradia (41 x 34 x 16,5 cm). Durante um período ininterrupto de 6 horas, cada vez 
que os animais adormeciam, os mesmos eram despertados por meio de uma 
manipulação gentil realizada com o auxílio de um pincel de cerdas macias, 
quantas vezes foram necessárias (grupo PST). Concomitantemente, outros 
animais, empregados como grupo controle, permaneceram em suas gaiolas 
moradia, podendo dormir livremente (CTRL) (Ilustração 1). 
 
            
 
 
 
 
 
 
 
Ilustração 1 – (A) Método de gentle handling e (B) Grupo CTRL 
 
3.3. Modelos de Avaliação da Memória 
 
 3.3.1. Medo Condicionado ao Contexto (MCC) 
 
(A) (B) 
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Para a realização do teste de medo condicionado ao contexto, os animais 
foram confinados no compartimento escuro do aparelho esquiva passiva, descrita 
no item 3.3.2., sendo que a porta tipo guilhotina permaneceu fechada durante todo 
o experimento. 
O procedimento experimental constituiu de uma sessão de treino e uma 
sessão de teste. Na sessão de treino, os animais foram colocados individual e 
intercaladamente no aparelho e, após 150 segundos de habituação ao mesmo, 5 
choques de 0,4 mA com duração de 1 segundo foram aplicados em suas patas 
por meio do chão gradeado da caixa de esquiva e intervalados por 30 segundos,. 
A sessão teve duração total de 5 minutos.  
Vinte e quatro horas após a sessão de treino, os animais foram submetidos 
à sessão de teste, na qual foram reexpostos ao aparelho, na ausência de choque 
durante 5 minutos. Para avaliar a memória dos animais foi realizada a 
quantificação do tempo de freezing, comportamento demonstrado pela completa 
ausência de movimentos, exceto aqueles gerados pela respiração (Blanchard & 
Blanchard, 1969; Fanselow, 1980). 
 
 3.3.2. Esquiva Passiva (EP) 
 
O teste de esquiva passiva foi realizado conforme descrito por Denti & 
Epstein (1972) e modificado por Silva e colaboradores (1996, 1999). O aparelho 
consiste de uma caixa de acrílico (25 x 25 x 60 cm de largura), com chão de 
grade, contendo dois compartimentos separados por uma porta tipo guilhotina. Um 
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dos compartimentos é iluminado por uma lâmpada de 40 watts enquanto que o 
outro permanece escuro (Ilustração 2). 
O procedimento experimental consistiu de uma sessão de treino e uma 
sessão de teste. Na sessão de treino, os animais foram colocados individual e 
intercaladamente no compartimento iluminado do aparelho, voltados para o lado 
oposto à porta tipo guilhotina que separa este compartimento do compartimento 
escuro do aparelho. Assim que cada animal passava pela porta tipo guilhotina, 
entrando no compartimento escuro do aparelho, a porta era imediatamente 
fechada, e um choque de 0,4 mA era aplicado em suas patas, durante 1 segundo, 
por meio do chão de grade da caixa. O mesmo procedimento foi realizado na 
sessão de teste que ocorreu 10 dias após a sessão de treino, com a ausência do 
choque. Em ambas as sessões, a latência para que o animal passasse do 
compartimento claro para o compartimento escuro foi registrada. O tempo máximo 
para a passagem do animal para o compartimento escuro foi de 5 minutos. Os 
camundongos que, nesse período, não passaram para o compartimento escuro na 
sessão de aquisição foram excluídos do experimento. 
 
 
 
 
 
 
Ilustração 2 – Esquiva Passiva 
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 3.3.3. Esquiva Discriminativa em Labirinto em Cruz Elevado (ED-LCE) 
 
Nesse modelo animal de aprendizado/memória, camundongos são 
condicionados a escolher dois braços fechados (um aversivo e um não-aversivo) 
ao mesmo tempo em que evitam a exposição aos braços abertos de um labirinto 
em cruz elevado conforme descrito em trabalhos prévios do nosso grupo de 
pesquisa (Silva et al., 1997; 1999; 2002a,b; Claro et al., 1999; Silva & Frussa-
Filho, 2000; Carvalho et al., 2006; Patti et al., 2006; Kameda et al., 2007; 
Alvarenga et al., 2008; Niigaki et al., 2010; Patti et al., 2010). Assim, foram 
realizadas uma sessão de treino e uma sessão de teste intervaladas por dez dias. 
Os animais foram colocados individual e intercaladamente no centro de um 
labirinto em cruz elevado modificado, contendo dois braços abertos (28,5 x 7 cm) 
opostos a dois braços fechados (28,5 x 7 x 14 cm), um dos quais com uma 
lâmpada incandescente de 100 watts e um secador de cabelos (braço fechado 
aversivo) (Ilustração 3). Durante a sessão de treino, com duração de 10 minutos, 
cada vez que o animal entrava no braço fechado contendo a lâmpada, recebia 
estimulação aversiva até a saída com as quatro patas do braço, quando os 
estímulos cessavam, não recebendo tal estimulação no outro braço fechado (não-
aversivo). A estimulação aversiva consistiu na iluminação proveniente da lâmpada 
de 100 w e uma rajada de ar frio proveniente de um secador de cabelos de 110 v. 
Na sessão de teste, com duração de 3 minutos, cada animal foi novamente 
colocado no centro do aparelho, mas sem receber qualquer estimulação aversiva, 
embora a lâmpada e o secador (desligados) permaneciam presentes sobre o 
braço fechado aversivo. Em todas as sessões experimentais foram registrados o 
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número de entradas e o tempo de permanência em cada um dos braços do 
aparelho (braço fechado aversivo, braço fechado não-aversivo e braços abertos). 
Entre as exposições de cada animal, o aparelho foi limpo com uma solução 
álcool/água 5%.  
O aprendizado foi avaliado por meio do registro minuto a minuto da 
porcentagem de tempo de permanência no braço fechado aversivo (tempo no 
braço fechado aversivo/ tempo de permanência em ambos os braços fechados x 
100) durante a sessão de treino. Mais especificamente, constatando-se a 
efetividade dos estímulos aversivos (tempo de permanência no braço fechado 
aversivo significativamente menor que no braço fechado não-aversivo) na sessão 
de treino como um todo, o aprendizado dos grupos experimentais foi detectado e 
quantificado por meio do decréscimo progressivo da porcentagem de tempo no 
braço fechado aversivo ao longo da sessão de treino. A memória foi avaliada por 
meio da comparação do tempo de permanência nos braços fechados aversivo e 
não-aversivo na sessão de teste. Constatada a retenção da tarefa (tempo no 
braço fechado aversivo significativamente menor que no braço fechado não-
aversivo) por mais de um grupo, os grupos experimentais foram comparados por 
meio da porcentagem de tempo no braço fechado aversivo para verificar se a 
retenção da tarefa foi quantitativamente diferente entre os grupos experimentais. 
Os níveis de ansiedade foram avaliados por meio da comparação da porcentagem 
de tempo de permanência nos braços abertos do aparelho (tempo de permanência 
nos braços abertos/ tempo de permanência em todos os braços x 100). 
Finalmente, a atividade locomotora foi avaliada por meio do número total de 
entradas em todos os braços do aparelho. 
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Ilustração 3 – Esquiva discriminativa em labirinto em cruz elevado. 
 
3.4. Análise Estatística 
 
Para análise de cada parâmetro comportamental foi aplicado o teste de 
Bartlet (Johnson & Leone, 1974) para estabelecer se os dados em questão eram 
paramétricos ou não. Assim, como os dados obtidos foram paramétricos, foram 
utilizados o teste T para amostras independentes ou a análise de variância de 
uma, duas ou três vias proposta por Snedocor (1946) seguida do teste de Duncan 
(Duncan, 1955). Em todas as comparações realizadas, a probabilidade de p<0,05 
foi considerada para determinar diferenças significantes. 
 
3.5. Delineamento Experimental 
 
Camundongos machos ou fêmeas com 3 meses de idade foram submetidos 
à sessão de treino em um modelo de memória. Após 24 horas ou 10 dias da 
sessão de treino dependendo do modelo de memória empregado, os animais 
                                                                                                             Luciano Fernandes dos Santos 
20 
 
foram mantidos em suas gaiolas-moradia (grupo controle – CTRL) ou submetidos 
à privação aguda de sono total por 6 horas consecutivas por meio da técnica de 
gentle handling (grupo experimental – PST), conforme descrito no item 3.2. 
Imediatamente após o término do período de privação de sono, os animais foram 
testados no mesmo modelo de memória utilizado na sessão de treino (Quadro 1). 
 
Machos 
Treino 
(Tarefa de 
memória) 
24 horas 
ou 
10 dias 
Machos 
(CTRL) 
Teste 
(Tarefa de 
memória) 
Machos 
(PST 6h) 
Fêmeas 
 
Fêmeas 
(CTRL) 
Fêmeas 
(PST 6h) 
 
Quadro 1 – Esquema do delineamento experimental empregado nos experimentos 
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ABSTRACT 
 
 The deleterious effects of paradoxical sleep deprivation on mnemonic 
processes are well documented. However, a non-selective sleep deprivation is a 
more translational situation and is currently found in many modern societies. In this 
concern, we have recently reported that acute total sleep deprivation (TSD) for 6 
hours immediately before testing induced amnesia in male mice subjected to the 
plus-maze discriminative avoidance task (PM-DAT) and to the passive avoidance 
task (PAT). In order to extend these findings to females, we examined the effect of 
(pre-test) TSD on the retrieval of different memory tasks in both male and female 
mice. Animals were submitted to 3 different memory models: 1) conditioning fear 
context (CFC), 2) PAT and 3) PM-DAT. In all experiments, animals were totally 
sleep-deprived by the gentle interference method for 6 h immediately before being 
tested. In the CFC task and the PAT, TSD induced memory impairment regardless 
the sex. In PM-DAT, the effect of TSD was more detrimental on females. 
Collectively, our results demonstrate that TSD can negatively influence memory 
retrieval and that such influence is critically dependent of sex and memory task. 
 
KEYWORDS: sleep deprivation, memory retrieval, gender, plus-maze 
discriminative avoidance task, passive avoidance task, conditioning fear context. 
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INTRODUCTION 
 
 Several studies have demonstrated the close relationship between sleep 
and memory in both humans and in animals (Stickgold, 2005; Palchykova et al., 
2006; Fu et al., 2007; Sterpenich et al., 2007; Stickgold and Walker, 2007; Lim and 
Dinges, 2010; Patti et al., 2010). Memory is typically defined as the ability of retain 
and manipulate information previously acquired by means of neuronal plasticity 
(Thompson et al., 2002; de Oliveira Alvares et al., 2010). In this context, it is well 
established that sleep plays a critical role in learning and memory formation. For 
instance, myriad studies have reported that specially paradoxical sleep deprivation 
in animals leads to memory deficits in several behavioral models such as 
avoidance (Skinner et al., 1976; Harris et al., 1982; Bueno et al., 1994), the Morris 
water maze (Youngblood et al., 1997, 1999), the radial maze (Smith et al., 1998) 
and the plus-maze discriminative avoidance tasks (PM-DAT, Silva et al., 2004a,b; 
Alvarenga et al., 2008; Patti et al., 2010). 
Despite the well documented consequences of paradoxical sleep 
deprivation in animal models, the effects of total sleep deprivation (TSD) on 
learning/memory as well as anxiety and locomotor activity in animal models have 
been overlooked. In this concern, Patti and colleagues (2010) demonstrated that 
mice subjected to TSD before training or before testing in the PM-DAT presented 
memory impairments without modifications on anxiety or locomotor activity but 
these results were found only in male mice. 
Sex behavioral differences have been extensively described in the literature. 
In respect with learning and memory, studies usually show better spatial learning in 
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males (Astur et al., 2004; Rilea et al., 2004; Jonasson, 2005; Blokland et al., 2006) 
and stronger emotional memory in females (Canli et al., 2002; Hamann, 2005). 
Beyond these differences found between sexes, sleep also seems to play 
remarkable role. Indeed, many studies indicate that sleep is differentially regulated 
between sexes both in humans (Paul et al., 2008) and in animals (Yamaoka, 1980; 
Fang and Fishbein, 1996), suggesting that distinct effects may modulate their sleep 
pattern and thus, different behaviors could be expected (Antunes et al., 2006). 
In this scenario, the aim of the present study was to evaluate the sex 
differences in mice subjected to TSD in two classical memory models (the passive 
avoidance task – PAT – and the context fear conditioning – CFC) and also in the 
PM-DAT, which can evaluate learning, memory, anxiety and motor activity and 
their respective interactions. 
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MATERIAL AND METHODS 
 
Subjects 
 
Three-month-old male and female Swiss mice (raised at CEDEME – 
Universidade Federal de São Paulo) were used in the experiments. Animals 
weighing 30-35 g were housed under controlled temperature (22-23° C) and 
lighting (12 h light, 12 h dark; lights on at 6:45 a.m.) conditions. Food and water 
were available ad libitum throughout the entire study. 
All experimental procedures were approved by the Ethics Committee under 
protocol (#1203/2009). The mice were allowed at least 2 weeks of adaptation to 
the housing facilities before the start of the experiments. 
 
TSD 
 
Mice were subjected to TSD through gentle handling method, which consists 
of keeping the animal awake by tapping on or moving the cage and, if necessary, 
by gently touching them with a soft brush, whenever behavioral signs of sleep were 
observed. The animals were sleep-deprived for 6 hours immediately before testing 
in the memory paradigms. 
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Animal models for memory evaluation 
 
Contextual Fear Conditioning (CFC) 
 
On the first day (training session), mice were individually placed in a dark 
chamber with a grid floor (22 x 22 x 22 cm). After 150 seconds, 0.4 mA foot shocks 
lasting 1 second were applied every 30 seconds for the subsequent 150 seconds. 
Thirty seconds after the last foot shock, the animal was removed from the 
apparatus. 
The CFC test was performed 24 h after the training. Each animal was 
placed in the same dark chamber, without receiving foot shocks. The freezing 
duration (defined as complete immobility of the animal, with the absence of 
vibrissae movements and sniffing) was quantified during 5 min. 
 
Passive avoidance task (PAT) 
 
The method described by Denti and Epstein (1972) was used. The 
apparatus employed was a 2-way shuttle box with a guillotine door placed between 
the 2 modular testing chambers. One chamber was illuminated by a 40-W light, 
while the other remained dark. The animals were individually placed in the 
illuminated chamber facing away from the guillotine door. When the mouse entered 
the dark chamber, the door was noiselessly lowered and a 0.4 mA foot shock was 
applied for 1 second through the grid floor. A test session was performed 10 days 
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after conditioning. In both behavioral sessions (training and testing), the latency in 
entering the dark chamber was recorded, with a cut-off duration of 300 s. 
 
Plus-maze discriminative avoidance task (PM-DAT) 
 
The apparatus employed in the PM-DAT is a modified elevated plus-maze, 
made of wood, containing 2 enclosed arms with sidewalls and no top (28.5 x 7 x 
18.5 cm), opposite of 2 open arms (28.5 x 7 cm). A non-illuminated 100-W lamp 
was placed over the exact center of 1 of the enclosed arms (aversive enclosed 
arm). In the training session, each mouse was placed at the center of the 
apparatus, and, during a 10-min period, an aversive stimulus was administered 
every time the animal entered the enclosed arm containing the lamp; this continued 
until the animal left the arm. The aversive stimulus consisted of both the 
illumination of the 100-W light and a cold air blow produced by a hair dryer. In the 
test session (performed in the same room 10 days after the training session), mice 
were again placed in the center of the apparatus and were observed for 3 min; 
however, the mice did not receive the aversive stimuli when they entered the 
aversive enclosed arm (although the non-illuminated lamp and the hair dryer were 
still placed on the middle of this arm to help distinguish between the aversive and 
non-aversive arms). In all experiments, the animals were observed in a blind 
manner, and the apparatus was cleaned with a 5% alcohol solution after each 
behavioral session. Total number of entries in any of the arms (an entry was 
defined as the entry of all 4 paws into one arm), percent time spent in the aversive 
enclosed arm (time spent in aversive enclosed arm/time spent in both enclosed 
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arms x 100), and percent time spent in open arms (time spent in open arms/time 
spent in both open and enclosed arms x 100) were calculated. Learning was 
evaluated by the decrease in percent time spent in the aversive enclosed arm 
throughout the training session. Memory was evaluated by the time spent in the 
aversive vs. non-aversive enclosed arms in the test session. Percent time spent in 
the aversive enclosed arm among the groups that showed retention of the task in 
the test session was compared in order to reveal quantitative differences. Anxiety-
like behavior was evaluated by the percent time spent in the open arms of the 
apparatus. Total number of entries in any of the arms was used to evaluate motor 
activity. 
 
Experimental design 
 
Experiments I, II and III: Effects of TSD on memory retrieval in mice: 
influence of sex 
 
Male (M) or female (F) mice were randomly assigned to one of the following 
groups: control (CTRL) or total sleep deprivation (TSD) for 6 h. Animals were 
trained in the CFC task (Experiment I), in the PAT (Experiment II) or in the PM-
DAT (Experiment III). Twenty-four hours (Experiment I) or 10 days (Experiments II 
and III) after training, mice were kept in their home cages (CTRL condition) or were 
deprived of sleep for 6 h (TSD condition). Immediately after the TSD, the animals 
were tested in order to evaluate memory retrieval. 
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Statistical analysis 
 
For the CFC experiment, freezing duration was compared by 2-way ANOVA 
followed by Duncan’s test in the test session. For the PAT experiments, latency to 
step through was recorded in each session and compared by T-test for 
independent samples in the training session and by 2-way ANOVA followed by 
Duncan’s test in the test session. For the PM-DAT experiments, total number of 
entries in any of the arms, percent time spent in the open arms and percent time 
spent in the aversive enclosed arm were calculated and compared using the T-test 
for independent samples in the training session and 2-way ANOVA followed by 
Duncan’s test in the testing. The decrease in percent time spent in the aversive 
enclosed arm throughout the training session was compared by ANOVA with 
repeated measures. 2-way ANOVA followed by Duncan’s test was used to analyze 
time spent in the aversive vs. non-aversive enclosed arms in the training session, 
and a 3-way ANOVA was used in the test session to analyze the same parameter. 
A probability of p<0.05 was considered significant for all comparisons made. 
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RESULTS 
 
Experiment I: Effects of TSD on memory retrieval in mice subjected to the CFC 
task 
 
In the test session, 2-way ANOVA showed significant effects for the factor 
condition (CTRL or TSD) [F(1,47)=12.49; p=0.001] but not for the factor sex (M or 
F) [F(1,47)=0.31; p=0.58] or for the interaction condition X sex [F(1,47)=0.01; 
p=0.93]. In this way, animals that were sleep-deprived, regardless the sex (M-TSD 
and F-TSD groups), presented a significant decrease in freezing duration when 
compared to the respective CTRL groups (M-CTRL and F-CTRL), indicating 
retrieval impairment (Figure 1). 
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Figure 1: Effects of total sleep deprivation (TSD) on the retrieval of the contextual 
fear conditioning (CFC) task in male (M) or female (F) mice. Male or female mice 
were trained in the CFC task. 24 hours after training, mice were kept in their home 
cages (CTRL) or subjected to total sleep deprivation (TSD) for 6 h immediately 
before the test session. Results are presented as the mean ± SE freezing duration, 
in seconds, in the test session. #p<0.05 compared to the respective control groups 
(M-CTRL and F-CTRL, 2-way ANOVA and Duncan’s test). 
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Experiment II: Effects of TSD on memory retrieval in mice subjected to the PAT 
 
In the training session, the T-test for independent samples did not show 
significant differences between sex in relation to the latency in entering the dark 
chamber of the apparatus [T(46)=0.66; p=0.51] (Figure 2A). 
In the test session, 2-way ANOVA only showed significant condition (CTRL 
or TSD) effects [F(1,44)=10.61; p=0.002] but not significant sex (M or F) 
[F(1,44)=2.42; p=0.13] or interaction condition X sex effects [F(1,44)=0.05; p=0.82]. 
In this way, animals that were sleep-deprived (M-TSD and F-TSD groups) 
presented a significant decrease in latency in entering the dark chamber when 
compared to the respective CTRL groups (M-CTRL and F-CTRL), indicating 
retrieval impairment (Figure 2B). 
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Figure 2: Effects of total sleep deprivation (TSD) on retrieval of the passive 
avoidance task (PAT) in male (M) or female (F) mice. Male or female mice were 
trained in the PAT. 10 days after training, mice were kept in their home cages 
(CTRL) or subjected to total sleep deprivation (TSD) for 6 h immediately before the 
test session. Results are presented as the mean ± SE latency to enter the dark 
chamber, in seconds, in the training session (A) and in the test session (B). 
#p<0.05 compared to the respective control groups (M-CTRL and F-CTRL, 2-way 
ANOVA and Duncan’s test). 
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Experiment III: Effects of TSD on memory retrieval in mice subjected to the PM-
DAT 
 
In the training session, 2-way ANOVA revealed a significant effect of arm 
type (aversive X non-aversive) [F(1,96)=195.41; p<0.001] but not of sex 
[F(1,96)=0.08; p=0.78] or the interaction arm type X sex [F(1,96)=3.11; p=0.08] . 
Post hoc Duncan analysis revealed that both male and female mice spent 
significantly less time in the aversive enclosed arm than in the non-aversive 
enclosed arm during the training session (Figure 3A), demonstrating the 
effectiveness of the aversive stimuli. ANOVA for the percent time spent in the 
aversive arm with sex as a between-subject factor and time (minutes of 
observation) as a repeated measure factor revealed significant effects of time 
[F(9,432)=3.10; p=0.001] and a trend towards sex significant effect [F(1,48)=3.42; 
p=0.07] (Figure 3B) but not significant effects of the interaction time X sex 
[F(9,432)=0.25; p=0.99]. In this session, T-test for independent samples showed 
that the female mice showed enhanced percent time spent in the aversive 
enclosed arm when compared to male mice [T(48)=2.03; p=0.04] (Figure 3C). 
In the test session, 3-way ANOVA revealed significant effects of arm type 
[F(1,92)=37.60; p<0.001] and sex X arm type [F(1,92)=5.88; p=0.02] and arm type 
X condition [F(1,92)=5.29; p=0.02] interactions but did not reveal significant effects 
of sex [F(1,92)=1.6; p=0.21] and condition [F(1,92)=0.06; p=0.81] and sex X 
condition [F(1,92)=0.46; p=0.5] and arm type X sex X condition [F(1,92)=0.65; 
p=0.42] interactions. Post hoc Duncan analysis revealed that male and female 
mice kept in CTRL condition spent significantly less time in the aversive than in the 
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non-aversive enclosed arm. However, sleep-deprived females (F-TSD) showed 
similar time spent in the enclosed arms (Figure 4A), indicating that TSD induced 
deleterious effects on the retrieval. Furthermore, comparing the groups that 
showed retention of the task (M-CTRL, M-TSD and F-CTRL groups), the ANOVA 
followed by Duncan’s test revealed that the F-CTRL and the M-TSD groups 
presented a higher percent time spent in the aversive enclosed arm when 
compared to the M-CTRL, demonstrating retrieval impairment [F(2,34)=6.03; 
p=0.006] (Figure 5B). 
Concerning emotionality, T-test for independent samples did not reveal 
significant differences between sex [T(48)=0.16; p=0.87] for the percent time spent 
in the open arms. Conversely, the female mice showed an enhancement in the 
total number of entries [T(48)=3.73; p=0.001] in the training session (Figures 5A 
and 5B, respectively). 
With respect to the percent time spent in the open arms in the test session, 
2-way ANOVA did not reveal significant differences among groups concerning the 
factors sex [F(1,46)=0.54; p=0.46] and condition [F(1,46)=0.02; p=0.90] or the 
interaction sex X condition [F(1,46)=0.51; p=0.48] (Figure 5C). Finally, 2-way 
ANOVA for the total number of entries revealed significant sex effects 
[F(1,46)=8.63; p=0.005] but not significant condition [F(1,46)=1.12; p=0.29] or sex 
X condition [F(1,46)=0.04; p=0.84] interaction. Duncan’s test revealed that female 
(CTRL and TSD groups) presented higher number of entries when compared to 
their respective sex control groups (M-CTRL and M-TSD groups) (Figure 5D). 
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Figure 3: Training performance of male or female subjected to the plus-maze 
discriminative avoidance task (PM-DAT). Results are presented as the mean ± SE 
of time spent in the aversive enclosed arm and non-aversive enclosed arm (A), 
percent time spent in the aversive enclosed arm minute by minute throughout the 
training session (B) and percent time spent in the aversive enclosed arm in the 
training session as a whole (C). *p<0.05 compared to time spent in the non-
aversive enclosed arm (2-way ANOVA and Duncan’s test); +p<0.05 compared to 
male mice (T-test for independent samples). 
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Figure 4: Effects of total sleep deprivation (TSD) on retrieval of the plus-maze 
discriminative avoidance task (PM-DAT) in male (M) or female (F) mice. Mice were 
kept in their home cages (CTRL) or subjected to total sleep deprivation (TSD) for 6 
h immediately before the 3-min test session, performed 10 days after training. 
Results are presented as the mean ± SE of time spent in the aversive enclosed 
arm and non-aversive enclosed arm (A) and percent time spent in the aversive 
enclosed arm in the test session (B). *p<0.05 compared to time spent in the non-
aversive enclosed arm (2-way ANOVA and Duncan’s test). p<0.05 compared to 
the M-CTRL (ANOVA and Duncan’s test). 
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Figure 5: Effects of total sleep deprivation (TSD) on retrieval of the plus-maze 
discriminative avoidance task (PM-DAT) in male (M) or female (F) mice. Male or 
female mice were trained in the PM-DAT. 10 days after training, mice were kept in 
their home cages (CTRL) or subjected to total sleep deprivation (TSD) for 6 h 
immediately before the 3-min test session. Results are presented as the mean ± 
SE of percent time spent in the open arms (A) and total number of entries in all 
arms of the apparatus (B) in the training and in test (C and D, respectively) 
sessions. +p<0.05 compared to male mice (T-test for independent samples); 
▲p<0.05 compared to the groups in the same experimental condition (M-CTRL and 
M-TSD, 2-way ANOVA and Duncan’s test). 
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DISCUSSION 
 
The major finding of our study was that TSD negatively modulated memory 
retrieval in both male and female mice. Importantly, even though TSD induced 
retrieval impairment with the same magnitude in CFC task and PAT, female mice 
were more vulnerable to TSD deleterious effects when subjected to PM-DAT. 
The CFC task is one of the classical conditioning widely used paradigm to 
understand brain mechanisms underlying learning and memory (Kim and 
Fanselow, 1992; Maren et al., 1996; Fendt and Fanselow, 1999). This animal 
model is performed by pairing a neutral stimulus with an electric foot shock. Upon 
re-exposure to the neutral stimulus, the animal presents a conditioned freezing 
response. Within this context, we verified the effects of pre-test TSD on both sexes’ 
retrieval of this task. In fact, TSD equally decreased the freezing response in both 
sexes. Within this context, a substantive literature supports the notion that sleep 
deprivation impairs conditioning fear consolidation (Graves et al., 2003; Tiba et al., 
2008; Hagewoud et al., 2010). 
We have previously shown that pre-test TSD induced retrieval impairment 
in the PAT in male mice (Patti et al., 2010). To extend these findings to female, 
Experiment II was designed. In this classical animal model of memory, no 
behavioral alterations in the latency for entering the dark chamber of the passive 
avoidance task apparatus in the training session were found. This result could, at 
first, suggest that there were no basal differences between sexes in the acquisition 
of the task. Nevertheless, the PAT does not allow the evaluation of such a process 
(opposite to the PM-DAT). Regarding the test session, animals subjected to pre-
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test TSD, irrespective of sex, presented clear retrieval deficits for this task, as 
observed in the Experiment I. 
Both the CFC task, which is based on the conditioned freezing response, 
and the PAT, in which animals are placed in a different location from that in which 
aversive stimulation will be applied and will receive a foot shock only when 
voluntarily moving to the stimulus chamber, can be markedly influenced by other 
behavioral aspects, such as emotionality and motor activity. The PM-DAT allows 
concomitant but independent evaluation of learning, memory, motor activity and 
also innate fear response to the open arms (Silva and Frussa-Filho, 2000; Gulick 
and Gould, 2011; Ribeiro et al., 2011). Furthermore, considering that the PM-DAT 
could have a spatial component and also that the animal have the possibility to 
choose one of the arms in this model males could perform better than females, 
since as described in the literature they usually show better spatial learning. 
In the PM-DAT, learning is evaluated by the progressive decrease in the 
exploration of the aversive enclosed arm where light and air blow are presented 
(Frussa-Filho et al., 2010). Since learning has to be verified by a modification of 
performance in a specified period of time, the progressive learned avoidance of 
this arm is measured as the percent time spent in the arm throughout the training 
session (Patti et al., 2006; Alvarenga et al., 2008; Niigaki et al., 2010). With regard 
to the experimental validation of this parameter as a learning index, we have 
demonstrated that, for example, pre-training sleep deprivation produces learning 
deficits in rats (Alvarenga et al., 2008), which is in agreement with clinical data 
(Dinges et al., 1997). Within this context, female mice displayed a higher 
exploration of the aversive enclosed arm during the training session, suggesting an 
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acquisition deficit of the discriminative avoidance task when compared to male 
mice. The acquisition deficit observed here was not detected in the first two 
experiments because CFC task and PAT do not allow the direct evaluation of such 
parameter (Frussa-Filho et al., 2010). In fact, male and female rodents have been 
shown to learn differentially under some conditions (Ramsey and Pittenger, 2010). 
For example, the majority of studies have generally suggested that males perform 
better in tests of spatial processing than females (LaBuda et al., 2002). 
In the same behavioral task, female still presented an enhanced 
spontaneous locomotion when compared to male mice. In this way, one could 
argue that such hyperlocomotion could have contributed, at least in part, to the 
observed learning impairment. Notwithstanding, there was no significant correlation 
between the total number of (locomotion parameter) and percent time spent in the 
aversive enclosed arm entries (indicative of learning) in the training session 
(Pearson’s Correlation=-0.15; p=0.48) which suggest that the observed learning 
impairment was not due to the spontaneous hyperlocomotion presented by 
females. Specifically concerning motor activity, the hyperlocomotion presented by 
female animals verified in our study is in agreement with previous studies that 
showed that female had baseline hyperactivity when compared to male mice. 
Indeed, specific behavioral differences between males and females include 
differences in infant play, aggression, learning, exploration, activity level, food 
intake and preference, novelty seeking and emotional behavior (Gray, 1971; 
Archer, 1975; Goy and McEwen, 1980).  
 Another important issue is the influence of the estrous cycle phase on 
female’s behavior. In this sense, it was demonstrated that estradiol impacts on 
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hippocampal long-term potentiation (LTP) – a molecular mechanism proposed for 
learning and memory – via activation of estrogen receptor β (ERβ) (Liu et al., 
2008). Thus, the fluctuation of estradiol levels during the estrous cycle could 
interfere with learning and memory processes. However, there are male-specific 
signaling processes that contribute to memory formation (Mizuno and Giese, 
2010). Still, studies using molecular biology demonstrated that there are sex 
differences, including plasticity mechanisms of memory formation, which can be 
not only a result of sex hormone effects but also can include differences in sex 
chromosome gene expression in the brain (Mizuno and Giese, 2010). In this way, 
estrogen itself cannot explain all of the sex differences in memory formation 
processes. Corroborating these molecular findings, Cardoso and colleagues (2010) 
demonstrated that female rats which were ovariectomized or ovariectomized and 
treated with estradiol for 7 or 21 days presented a similar pattern of exploration of 
the enclosed arms in the PM-DAT when compared to control females in proestrus, 
indicating similar levels of memory retention. Taking into account the studies cited 
above, in the present study we aimed to make a broad evaluation of the effects of 
TSD on females irrespective from their estrous cycle phase, although such effects 
could not be discarded. Thus, evaluate the effects of TSD on memory during each 
estrous cycle phase would be an interesting working hypothesis for future studies. 
Using the PM-DAT, our group and others have reported that impaired 
memory can be identified as reduced avoidance of the aversive enclosed arm in 
the test session, namely, when the time spent in this arm is the same as that spent 
in the non-aversive enclosed arm. A similar effect has been reported for the pre-
training administration of scopolamine (Claro et al., 1999; Silva et al., 1999), 
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chlordiazepoxide (Silva and Frussa-Filho, 2000), morphine (Patti et al., 2006), 
ethanol (Gulick and Gould, 2009a,b, 2011; Kameda et al., 2007) and cocaine 
(Niigaki et al., 2010). Alternatively, impaired memory can be demonstrated by an 
increase in the percent time spent in the aversive enclosed arm in the test session, 
even under conditions in which the animal is able to avoid this arm. This effect has 
been reported for pre-training administration of caffeine (Silva and Frussa-Filho, 
2000) and amphetamine (Silva et al., 2002; Sanday et al., submitted data), and for 
paradoxical sleep deprivation (Alvarenga et al., 2008). In this regard, males that 
were kept in both experimental conditions (CTRL or TSD) and females maintained 
in their home cages (CTRL condition) were capable of discriminating the two 
enclosed arms (aversive x non-aversive), showing retention of the discriminative 
task. Conversely, such discrimination was not verified in the total sleep-deprived 
female mice group (the F-TSD group). When the comparison of percent time spent 
in the aversive enclosed arms was performed among groups that have presented 
retrieval, non-sleep-deprived female (F-CTRL) and male subjected to TSD (M-
TSD) displayed retrieval impairment. These results are in line with those which 
describe a poorer performance of female rodents in spatial tasks (Roof and 
Havens, 1992; Berger-Sweeney et al., 1995). In addition, Pierard and colleagues 
(2011) have also described that 10-h TSD disrupted contextual but not spatial 
memory processes. Specifically, the contextual memory deficit induced by sleep 
deprivation in the CFC task mainly occurred for the retrieval memory phase. 
Pre-test TSD induced retrieval deficit in both sexes. Although female mice 
kept in their home cages seem to already have basal discriminative memory 
impairment (since they displayed increased percent time spent in the aversive 
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enclosed arm), TSD abolished the arms discrimination in the F-TSD group, 
suggesting a synergism between basal memory impairment associated with a 
reduced retrieval induced by the TSD protocol, suggesting that female mice seem 
to be more vulnerable to the pre-test TSD deleterious cognitive effects. From our 
knowledge, this is the first study reporting the effects of TSD on memory retrieval in 
both sexes of mice. Furthermore, these results agree with those found in the 
Experiments I and II, except for the basal retention deficit presented by female 
mice kept in their home cages (F-CTRL group). Such discrepancy could be due to 
the qualitative difference between the aversive stimuli applied in these tasks. 
Indeed, this qualitative difference in task detection has already occurred for ethanol 
administration (Kameda et al., 2007). 
The cognitive effects of TSD were not accompanied by alterations in 
emotional levels (innate fear response) or in motor activity. These findings are in 
line with previous data from our laboratory, showing that pre-training, pre-test or 
pre-training/pre-test TSD did not promote modifications neither in the percent spent 
in the open arms nor in the number of entries in training and testing of the PM-DAT 
(Patti et al., 2010). 
Collectively, our results demonstrate that TSD impaired memory retrieval in 
different memory tasks both in male and female. Of note, female mice seem to be 
more vulnerable to the cognitive deleterious effects of TSD in a discriminative 
avoidance task. Additionally, the cognitive impairment seems to not be related to 
other behavioral alterations such as emotionality and motor activity. 
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5. CONCLUSÕES 
 
5.1. Específicas 
 
Avaliar a participação do fator sexo sobre o efeito inibitório promovido pela 
privação aguda de sono total por 6 horas na evocação das tarefas de MCC, EP e 
ED-LCE bem como nos parâmetros de ansiedade e atividade locomotora 
avaliados nesse mesmo modelo 
 
A PST por 6 h promoveu prejuízos na evocação de magnitude semelhante 
da tarefa de MCC e EP em ambos os sexos. 
Ainda, no modelo da ED-LCE, a PST também promoveu prejuízos na 
evocação da memória em ambos os sexos. De importância, as fêmeas foram mais 
susceptíveis aos efeitos deletérios da PST. Por fim, a PST não promoveu 
nenhuma modificação nos parâmetros de ansiedade e atividade locomotora 
avaliados no modelo de ED-LCE. 
 
5.2. Geral 
 
Avaliar a diferença entre os sexos em camundongos submetidos a PST em dois 
modelos clássicos de memória (EP e MCC) e também no modelo de ED-LCE, o 
qual avalia concomitantemente aprendizado, memória, ansiedade e atividade 
locomotora e suas possíveis interações. 
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Nossos resultados demonstraram que a PST prejudicou a evocação da 
memória nos diferentes modelos tanto em machos quanto em fêmeas. Ainda, as 
fêmeas parecem ser mais vulneráveis aos efeitos deletérios cognitivos da PST. 
Além disso, o déficit cognitivo encontrado parece não estar relacionado a outras 
alterações de comportamento, tais como ansiedade e atividade locomotora. 
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